弥漫大B细胞淋巴瘤（DLBCL）是一种常见的非霍奇金淋巴瘤（NHL），R-CHOP方案（利妥昔单抗、环磷酰胺、阿霉素、长春新碱、甲泼尼龙）显著提高DLBCL患者的总生存率和5年无进展生存率[@b1]--[@b2]。但仍有患者疾病进展或复发。研究表明程序性死亡受体-1（PD-1）抑制剂联合吉西他滨及顺铂在一线治疗晚期非小细胞肺癌患者中，总生存期和无进展生存期明显长于吉西他滨或顺铂单药治疗组[@b3]--[@b4]。本研究中，我们探讨PD-1抑制剂与DLBCL二线化疗方案中顺铂、卡铂、奥沙利铂、吉西他滨、异环磷酰胺、米托蒽醌、依托泊苷、阿糖胞苷和地塞米松各单药的联合作用，观察其对Raji细胞株杀伤的影响。

材料与方法 {#s1}
==========

1．细胞及主要试剂：DLBCL细胞株Raji细胞购自美国模式培养物集存库（ATCC），LDH细胞毒性检测试剂盒购自上海碧云天生物技术有限公司。PD-1抑制剂Nivolumab购自美国百时美施贵宝公司。

2．T细胞制备：收集2例健康志愿者的外周血标本，作为本实验的T细胞来源。标本采集经我院伦理委员会批准，获研究对象知情同意并签署知情同意书。淋巴细胞分离液提取单个核细胞，磁珠分选试剂盒从提取的单个核细胞中富集CD3^+^ T细胞。获得的细胞沉淀用含有IL-2、谷氨酰胺的T细胞专用培养基培养，第6天收获细胞用于本实验。

3．T细胞与Raji细胞的混合培养比例的选择：健康志愿者T细胞与Raji细胞按1∶1、2∶1、5∶1和10∶1比例混合培养，LDH法检测T细胞对Raji细胞的杀伤活性，以选择以下实验中的T细胞与Raji细胞比例。

4．PD-1抑制剂浓度的选择：T细胞对Raji细胞按1∶1混合培养，加入不同剂量（18、36、72和144 µg/ml）[@b5]--[@b6]PD-1抑制剂Nivolumab，LDH法检测对Raji细胞的杀伤活性。

5．各化疗药浓度的选择：通过临床用药剂量和查阅文献确定了各化疗药的体外实验应用范围。吉西他滨0.3\~0.6 mg/ml，卡铂0.1\~0.3 mg/ml，奥沙利铂0.02\~0.04 mg/ml，依托泊苷0.1\~0.3 mg/ml，异环磷酰胺1\~3 mg/ml，米托蒽醌3\~6 µg/ml。分别选择剂量范围的最高浓度和最低浓度做了预实验，最终确定一个合适的药物浓度使单用化疗药物的杀伤活性有效且控制在较低的水平，以便我们更好观察化疗药物和PD-1抑制剂是否具有协同作用。

6．PD-1抑制剂对化疗单药杀伤Raji细胞的影响：将浓度为2×10^5^/ml的T细胞与Raji细胞按1∶1比例混合培养到6孔板中；PD-1抑制剂Nivolumab终浓度为36 µg/ml；各化疗药浓度为：卡铂0.3 mg/ml、顺铂0.04 mg/ml、吉西他滨0.6 mg/ml、奥沙利铂0.04 mg/ml、异环磷酰胺3 mg/ml、米托蒽醌6 µg/ml、依托泊苷0.3 mg/ml、阿糖胞苷0.04 mg/ml。实验分别设为Raji细胞+T细胞组（空白组）、化疗药组、Nivolumab组以及Nivolumab+化疗组。各组共培养时间为24、48和72 h。

7．地塞米松对PD-1抑制剂作用的影响：在Nivolumab抑制剂、T细胞与Raji细胞的培养体系中，24、48、72和96 h后，分别加入地塞米松0.08 mg/ml，与未加入地塞米松的对照组比较地塞米松对Raji细胞杀伤活性的影响。

8．体外杀伤活性的检测：各处理组置于含10% FBS的RPMI1640培养基，37 °C、饱和湿度、5%CO~2~培养箱中培养。按LDH细胞毒性检测试剂盒说明书进行操作，采用酶标仪检测490 nm处吸光度（*A*）值，计算其杀伤率。每组设3个复孔，实验重复3次。$$杀伤率（％） = \frac{A_{效应细胞自发释放} - A_{靶细胞自发释放}}{A_{效应细胞最大释放} - A_{靶细胞自发释放}} \times 100\%$$

9．统计学处理：实验数据均采用SPSS 17.0软件进行统计学分析，有无地塞米松的两组间比较采用独立样本的*t*检验，其他各时点的多组间比较行单因素方差分析，两两比较采用*q*检验，双侧*P*\<0.05为差异有统计学意义。

结果 {#s2}
====

一、不同效靶比T细胞对Raji细胞的杀伤活性 {#s2a}
---------------------------------------

将T细胞与Raji细胞按1∶1、2∶1、5∶1和10∶1比例混合培养48 h，杀伤活性分别为0.77%、1.93%、10.73%、35.2%。为了减少T细胞对靶细胞的直接杀伤作用，影响结果的判断，本实验拟选择1∶1的效靶比，进行PD-1抑制剂联合作用分析。

二、不同剂量PD-1抑制剂对Raji细胞株的杀伤活性的影响 {#s2b}
--------------------------------------------------

将浓度为2×10^5^/ml的T细胞与Raji细胞按1∶1比例混合并加入不同浓度PD-1抑制剂Nivolumab培养。结果如[图1](#F1){ref-type="fig"}显示，在不同观察时间，18、36和72 µg/ml的PD-1抑制剂Nivolumab对Raji细胞的杀伤活性差异无统计学意义（*P*\>0.05）；而144 µg/ml的Nivolumab对Raji细胞的杀伤活性高于前3个剂量组（*P*值均\<0.05）。

![不同剂量PD-1抑制剂Nivolumab联合T细胞对Raji细胞株（效靶比1∶1）的杀伤活性（实验设3个复孔，144 µg/ml组与其余各组比较，*P*\<0.05）](cjh-41-01-076-g001){#F1}

三、PD-1抑制剂联合化疗药物单药对Raji细胞株的杀伤作用 {#s2c}
----------------------------------------------------

1．PD-1抑制剂联合顺铂、奥沙利铂或依托泊苷：T细胞与Raji细胞株效靶比为1∶1，36 µg/ml Nivolumab与顺铂、奥沙利铂或依托泊苷联合作用，共培养24、48和72 h检测对靶细胞杀伤活性，与化疗药和Nivolumab组比较，结果显示Nivolumab联合化疗药对Raji细胞株的杀伤作用最显著（*P*值均\<0.01）（[图2](#F2){ref-type="fig"}）。

![PD-1抑制剂Nivolumab分别联合顺铂（A）、奥沙利铂（B）或依托泊苷（C）对T细胞作用于Raji细胞株（效靶比1∶1）的杀伤活性（实验重复3次，\*\*\**P*\<0.001）](cjh-41-01-076-g002){#F2}

2．PD-1抑制剂联合阿糖胞苷、异环磷酰胺或卡铂：体系换用阿糖胞苷、异环磷酰胺或卡铂，共培养24、48和72 h，检测对靶细胞的杀伤活性，结果显示与各单药处理组相比，Nivolumab分别联合阿糖胞苷、异环磷酰胺或卡铂对Raji细胞株的杀伤具有协同作用，差异有统计学意义（*P*值均\<0.05）（[图3](#F3){ref-type="fig"}）。

![PD-1抑制剂Nivolumab分别联合阿糖胞苷（A）、异环磷酰胺（B）或卡铂（C）对T细胞作用于Raji细胞株（效靶比1∶1）的杀伤活性（实验重复3次，\**P*\<0.05，\*\*\**P*\<0.001）](cjh-41-01-076-g003){#F3}

3．PD-1抑制剂联合吉西他滨或米托蒽醌：体系换用吉西他滨或米托蒽醌，共培养24、48和72 h检测对靶细胞的杀伤活性，结果显示与各单药处理组相比，Nivolumab分别联合吉西他滨、米托蒽醌对Raji细胞株杀伤活性，差异均无统计学意义（*P*值均\>0.05）（[图4](#F4){ref-type="fig"}）。

![PD-1抑制剂Nivolumab分别联合吉西他滨或米托蒽醌对T细胞作用于Raji细胞株（效靶比1∶1）的杀伤活性（实验重复3次）](cjh-41-01-076-g004){#F4}

4．地塞米松对PD-1抑制剂疗效的影响：T细胞与Raji细胞株效靶比为1∶1，加入36 µg/ml的PD-1抑制剂Nivolumab共培养24、48、72和96 h时，分别加入地塞米松0.08 mg/ml继续培养48 h。结果显示，Nivolumab处理24、48和72 h加入地塞米松，抑制Nivolumab对Raji细胞株的杀伤活性，与未加入地塞米松的对照组比较，差异有统计学意义（*P*值均\<0.001）；而Nivolumab处理96 h加入地塞米松，则不会影响PD-1抑制剂对Raji的杀伤活性（*P*=0.882）（[图5](#F5){ref-type="fig"}）。

![地塞米松对PD-1抑制剂Nivolumab联合T细胞杀伤Raji细胞（效靶比1∶1）的抑制作用（实验重复3次，\*\*\**P*\<0.001）](cjh-41-01-076-g005){#F5}

讨论 {#s3}
====

化疗药物的抗肿瘤效果受患者免疫状态的影响，化疗药物对免疫缺陷肿瘤患者治疗效果较差[@b7]。提示化疗药物的抗肿瘤作用可能通过调节肿瘤患者的免疫系统而得到改善。

PD-1是一种重要的免疫抑制分子，肿瘤患者T细胞高表达PD-1导致肿瘤微环境中PD-1通路持续激活，PD-1抑制剂可以阻断负向调控信号，使T细胞恢复活性[@b8]--[@b9]，PD-1有PD-L1和PD-L2两种配体。PD-1的主要配体是PD-L1，表达于恶性肿瘤细胞、T淋巴细胞、B淋巴细胞、抗原呈递细胞、巨噬细胞和血管内皮细胞等多种细胞，PD-L2则仅表达于巨噬细胞和树突状细胞。PD-1在活化的T细胞表面诱导并防止免疫系统的过度刺激，从而避免对正常组织的损伤。肿瘤细胞高表达PD-L1，PD-L1通过与T细胞的PD-1结合，抑制T细胞对肿瘤细胞的杀伤作用，目前靶向该检查点治疗已取得突破性进展[@b10]--[@b11]。PD-1抑制剂已被应用于多种实体肿瘤治疗，以延长无进展生存和总生存期[@b12]--[@b14]。在以往的临床试验中，PD-1抑制剂对血液学恶性肿瘤如经典霍奇金淋巴瘤[@b15]、滤泡性淋巴瘤[@b16]和DLBCL[@b17]均有治疗效果。近年来有研究表明，DLBCL患者PD-1/PD-L1轴与预后存在相关性[@b18]。较高的PD-1细胞数量与较差的无事件生存相关。抗PD-1/PD-L1药物Pembrolizumab联合化疗（培美曲塞+卡铂）组总生存期是单纯化疗组的两倍，无进展生存期也明显延长[@b19]。

复发/难治性生发中心（GCB）DLBCL对R-DHAP方案（利妥昔单抗、地塞米松、高剂量阿糖胞苷、顺铂）反应较好[@b20]。在本实验中，我们发现PD-1抑制剂对二线化疗方案中的顺铂、奥沙利铂和依托泊苷，均具有明显提高其杀瘤活性的作用；与阿糖胞苷、卡铂和异环磷酰胺亦具有协同作用，但较前者为弱；与米托蒽醌和吉西他滨无协同效果。有文献报道在非小细胞肺癌中地塞米松会影响PD-1抑制剂疗效，皮质类固醇的免疫抑制作用可能降低PD-1/PD-L1阻断剂的效果[@b21]。我们在体外实验中发现，延长PD-1抑制剂与地塞米松的给药间隔时间（体系加入PD-1抑制剂96 h后再加入地塞米松）则可解除地塞米松对PD-1抑制剂疗效的抑制作用。

本研究结果显示，PD-1抑制剂Nivolumab可提高二线化疗方案中部分药物对Raji细胞的杀伤活性，提高疗效。PD-1抑制剂与化疗单药联合作用分析，可筛选出具有联合作用的化疗单药，进而为临床选择有效的PD-1抑制剂与二线化疗方案联合治疗手段提供理论依据。
